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Le	 Sindromi	 Mielodisplastiche	 (MDS)	 sono	 un	 gruppo	 eterogeneo	 di	
disordini	delle	cellule	staminali	emopoietiche	caratterizzati	da	emopoiesi	
inefficace	 e	 da	 un	 rischio	 variabile	 di	 trasformazione	 leucemica.	 Tale	
disfunzione	 midollare	 si	 manifesta	 con	 citopenia	 periferica	 uni	 o	
multilineare	ed	alterazioni	morfologiche	displastiche	midollari	 in	una	o	
più	 delle	 linee	 cellulari	 mieloidi	 oltre	 che	 pancitopenia	 prolungata	 e	
ricorrenti	anomalie	citogenetiche.	
Nelle	 MDS	 la	 cellula	 staminale	 emopoietica	 anormale	 occupa	 tutto	 il	
midollo	 osseo	 dando	 origine	 a	 una	 popolazione	monoclonale	 che	 non	
perde	la	potenzialità	di	differenziarsi	in	elementi	maturi	nella	prima	fase	
della	malattia.		
In	 questi	 soggetti	 l’emopoiesi	 risulta	 inefficace	 poiché,	 nonostante	 sia	
presente	 un	 midollo	 ipercellulare,	 la	 maturazione	 dei	 precursori	
emopoietici	 risulta	 compromessa	 in	 maniera	 variabile	 a	 causa	
dell’incremento	 dei	meccanismi	 apoptotici	 che	 potrebbero	 essere	 una	





In	 questi	 soggetti	 vengono	 meno	 i	 meccanismi	 di	 incremento	
dell’apoptosi	e	prendono	il	sopravvento	meccanismi	di	disregolazione	del	
ciclo	 cellulare,	 con	 conseguente	 incremento	 dell’indice	 mitotico,	
vantaggio	 proliferativo	 del	 clone	 displastico	 ed	 accumulo	 di	 blasti.	 La	
disfunzione	 cellulare	 causa	 aumentato	 rischio	 infettivo	 e	 necessità	
trasfusionale	nella	maggioranza	dei	pazienti.		
Anche	 se	 è	 ben	 nota	 la	 naturale	 evoluzione	 delle	 sindromi	
mielodisplastiche,	 i	 motivi	 che	 consentono	 alla	 cellula	 staminale	
emopoietica	di	acquisire	capacità	clonale	sono	ancora	sconosciuti.	
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La	 patologia	 mielodisplastica	 può	 insorgere	 “de	 novo”	 (primitiva	 o	
idiopatica)	o	essere	secondaria	all’	esposizione	a	sostanze	tossiche	quali	il	
benzene,	 radiazioni	 ionizzanti,	 sostanze	 tossiche	 ambientali	 legati	 ad	
esposizione	 lavorativa	 o	 precedenti	 trattamenti	 con	 radioterapia	 o	
chemioterapia	antineoplastica	specialmente	in	pazienti	trattati	con	agenti	
alchilanti	 o	 inibitori	 della	 topoisomerasi	 II.	 In	 questo	 caso	 si	 parla	 di	
sindromi	mielodisplastiche	“terapia-correlate”.	Inoltre	è	stato	evidenziato	
un	 ruolo	 dell’esposizione	 al	 tabacco,	 abuso	 d’alcool,	 infezioni	 virali	 o	
disordini	autoimmuni	come	fattori	di	rischio.	










DNA,	 è	 stata	 acquisita	 una	 conoscenza	 approfondita	 della	 patogenesi	
molecolare	di	questa	malattia.	
Queste	 aberrazioni	 genetiche	 sono	 utili	 come	 nuovi	 target	 terapeutici,	














Negli	 Stati	 Uniti	 l'incidenza	 delle	MDS	 è	 di	 circa	 3-4	 casi	 ogni	 100.000	
abitanti	ogni	anno,	aumentando	con	l'età	e	arrivando	a	circa	30	casi	ogni	














della	 diagnosi	 e	 la	 corretta	 descrizione	 dei	 casi	 di	 MDS	 sembrano	
confinate	 a	 registri	 specializzati	 di	 casistica	 oncologica	 locale	 o	 a	
statistiche	 su	 base	ospedaliera.	 Considerando	queste	 limitazioni	 si	 può	
stimare	che	ci	siano	all'anno	tra	i	30000	e	i	40000	nuovi	casi	negli	Stati	
Uniti	mentre	in	Europa	il	numero	di	nuovi	casi	è	forse	il	doppio.	Si	hanno	
invece	 informazioni	meno	 sicure	 per	 quanto	 riguarda	 altre	 regioni	 del	
pianeta.	[6,18]	
In	Cina	e	in	Asia	meridionale	i	pazienti	con	MDS	sono	diagnosticati	in	età	
giovanile,	 alcuni	 tipi	 di	MDS	 come	ad	esempio	 l'anemia	 refrattaria	 con	
sideroblasti	 ad	 anello	 sono	 riscontrate	 meno	 frequentemente	 e	 la	
monosomia	7	potrebbe	essere	più	comune	che	in	Occidente;	le	ragioni	di	







Le	 MDS	 risultano	 malattie	 relativamente	 comuni	 soprattutto	 nell'età	
media	e	avanzata,	 inoltre	la	loro	incidenza	appare	in	rapida	evoluzione,	
da	 un	 lato	 a	 causa	 del	 progressivo	 aumento	 dell'età	 media	 della	






La	 diagnosi	 di	 MDS	 è	 generalmente	 sospettata	 nei	 pazienti	 che	
presentano	 citopenia	 nel	 sangue	 periferico	 di	 eziologia	 poco	 chiara.	 Si	
pensa	 che	 l'accumulo	 di	 danno	 genetico	 correlato	 all'età	 determini	
mutazioni	 in	numerosi	pathways	cellulari	principalmente	coinvolti	nella	
regolazione	 epigenetica	 TET2,	 IDH1e	 2,	 DNMT3,	 ASXL1	 &	 EZH2,	 nel	
meccanismo	 di	 splicing	 dell'RNA—SF3B1,	 SRSF2,	 U2AF35,	 ZRSR2,	 nella	
risposta	 al	 danno	 al	 DNA—TP53,	 e	 (tyrosine	 kinase	 signaling-	 JAK2,	






genetica	 passando	 per	 una	 sindrome	 congenita	 come	 ad	 esempio	
l'anemia	 di	 Fanconi,	 discheratosi	 congenita,	 sindrome	 di	 Down	 e	 altre	
sindromi	congenite	di	insufficienze	midollare.	
	
Attualmente	 la	 diagnosi	 è	 stabilita	 in	 base	 alla	 presenza	 di	 persistenti	

















propose	 uno	 schema	 classificativo	 delle	 neoplasie	 ematopoietiche	




i	 pazienti	 in	 questa	 categoria	 sono	 affetti	 da	 anemia	 non	 responsiva	






















con	 caratteristiche	 morfologiche	 distinte	 che	 includono	 trombocitosi,	
anemia	 macrocitica	 e	 megacariociti	 ipolobati	 insieme	 a	 una	 displasia	
minima	nelle	linee	granulomonocitica	ed	eritroide.	
Il	nome	di	questa	sindrome	fa	riferimento	al	cromosoma	5	e	precisamente	
ad	 una	 delezione	 del	 braccio	 lungo	 di	 tale	 cromosoma	 in	 assenza	 di	




Tra	 i	 pazienti	 con	 MDS	 con	 delezione	 5q,	 la	 presenza	 di	 un'ulteriore	
anomalia	citogenetica	non	ad	alto	 rischio	non	ha	mostrato	di	avere	un	
impatto	negativo	sulla	prognosi	altrimenti	favorevole.	







































displasia	di	una	sola	 linea	 (MDS-SLD)	o	multi-lineage	 (MDS-MLD);	nella	
prima	categoria	vengono	incluse	le	più	frequenti	anemie	refrattarie	e	le	
più	rare	neutropenie	refrattarie	e	piastrinopenie	refrattarie,	nella	seconda	
sono	 invece	 presenti	 due	 o	 tre	 citopenie.	 Qualora	 siano	 presenti	





una	 categoria	 specifica	 per	 le	 MDS	 con	 l’alterazione	 citogenetica	 che	
comporta	la	delezione	del	braccio	lungo	del	cromosoma	5,	quando	questa	
è	 isolata	 o	 in	 associazione	 ad	 una	 singola	 ulteriore	 alterazione	
cromosomica	 con	 l’importante	 eccezione	 della	 monosomia	 del	
cromosoma	7	(-7)	o	la	delezione	7q.	Le	MDS	con	eccesso	di	blasti	(MDS-
EB)	 ad	 alto	 rischio	 di	 trasformazione	 vengono	 suddivise	 in	 due	 gruppi,	
rispettivamente	con	blasti	tra	il	5	ed	il	9%	(MDSEB-1)	e	con	blasti	tra	il	10	



















L'indagine	 citogenetica	 ha	 un	 ruolo	 fondamentale	 sia	 nella	 diagnostica	
che	nella	previsione	della	prognosi.	
Le	anomalie	citogenetiche	molte	volte	riguardano	singoli	cromosomi	e	le	
                          Figura 2: Classificazione WHO 2016 (da rete oncologica.it) 
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alterazioni	 che	 si	 riscontrano	 comportano	 guadagno	 o	 perdita	 di	
materiale	 genetico	 (monosomie,	 trisomie,	 delezioni).	 Vengono	 invece	
riscontrate	 meno	 frequentemente	 alterazioni	 della	 struttura	 come	 ad	
esempio	inversioni	di	segmenti	cromosomici	o	traslocazioni.	









presenti	 anche	 in	 altre	 neoplasie	 mieloidi,	 inoltre	 la	 perdita	 del	
cromosoma	Y	è	associata	anche	ad	altre	neoplasie	maligne	e	può	essere	
riscontrata	in	uomini	anziani	sani.	
Sebbene	non	 siano	alterazioni	 specifiche	per	 le	MDS,	 alcune	di	 queste	






e	 la	 5q31	 associata	 a	MDS	 secondaria	 a	 terapia	 da	 cui	 ne	 deriva	 una	
prognosi	sfavorevole.	

















Con	 l'avvento	 del	 sequenziamento	 di	 nuova	 generazione,	 sono	 state	
osservate	mutazioni	somatiche	ricorrenti	nel	90%	dei	pazienti	con	MDS	
con	 il	 numero	 di	 mutazioni	 driver	 avente	 un	 impatto	 prognostico	
indipendente.	 Tuttavia,	 si	 deve	 notare	 che	 queste	 mutazioni	 possono	
verificarsi	in	circa	il	10%	dei	soggetti	sani.	I	geni	ricorrentemente	mutati	
sono	 coinvolti	 nella	 regolazione	 epigenetica	 (TET2,	 ASXL1,	 EZH2,	














I	 microarray	 SNP	 sono	 stati	 largamente	 utilizzati	 per	 i	 tumori	 maligni	
ematologici	 per	 la	 loro	 alta	 risoluzione	 e	 capacità	 di	 rilevare	 disomie	
uniparentali	 (UPD)	 e	 microdelezioni,	 consentendo	 la	 scoperta	 di	
mutazioni	omozigoti	in	JAK2,	TET2,	CBL,	CEBPA,	FLT3	e	EZH2.	





Un	 ampio	 studio	 condotto	 su	 430	 pazienti	 con	 tumori	 mieloidi,	 ha	
utilizzato	un	approccio	combinato	di	SNP-A	e	citogenetica	in	metafase	e	
ha	dimostrato	che	gli	SNP-A	identificano	aberrazioni	occulte	in	pazienti	a	
basso	 rischio.	 I	 pazienti	 con	aberrazioni	 SNP-A	 sono	 stati	 suddivisi	 in	 4	
gruppi	a	rischio	prognostico	definito	dal	numero	di	aberrazioni	genomiche	
e	 hanno	 avuto	 un	 risultato	 peggiore	 quando	 sono	 stati	 riclassificati	
utilizzando	parametri	 tradizionali,	 come	 la	morfologia,	 e	 i	 parametri	 di	





























RUNX1.	 RUNX1	 (anche	 denominato	 AML1	 o	 CBFA2),	 situato	 in	 21q22,	
codifica	per	una	delle	due	subunità	che	formano	un	fattore	di	trascrizione	




dominio	 C-terminale	 recluta	 i	 cofattori	 trascrizionali.	 RUNX1	 è	
frequentemente	deregolato	nella	leucemia	attraverso	diversi	meccanismi	




aploinsufficienza	 del	 gene.	 Mutazioni	 di	 RUNX1	 si	 riscontrano	 più	
comunemente	 nelle	 MDS	 correlate	 alla	 terapia,	 nelle	 MDS	 a	 più	 alto	
rischio	 (Harada	 et	 al,	 2004),	 in	 quelle	 correlate	 con	 -7	 /	 7q-	 e	 sono	






compartimento	 ematopoietico	 porta	 ad	 un	 aumento	 di	 progenitori	
mieloidi,	a	difetti	linfoidi	ed	a	megacariopoiesi	inefficace	nei	topi	adulti.	
Traslocazioni	 di	 RUNX1	 si	 verificano	 in	 diversi	 sottotipi	 di	 leucemia,	 e	




cronica	 (LMC).	 La	 traslocazione	 di	 EVI1-RUNX1	 genera	 una	 proteina	 di	
fusione	 che	 sembra	 deregolare	 la	 normale	 emopoiesi.	 L'amplificazione	
del	gene	RUNX1	può	avvenire	attraverso	la	polisomia	del	cromosoma	21	
o	 attraverso	 l'effettiva	 amplificazione	 di	 alto	 livello.	 Le	 conseguenze	
funzionali	 dell'amplificazione	 RUNX1	 nella	 MDS	 e	 il	 suo	 ruolo	
nell’insorgenza	di	leucemia	non	sono	ancora	conosciute.	[27]	
		
ETV6.	 ETV6	 codifica	 per	 un	 fattore	 di	 trascrizione	 necessario	 per	 il	
mantenimento	delle	cellule	staminali	ematopoietiche	e	si	trova	su	12p13.	
Riarrangiamenti	 in	ETV6	sono	stati	ampiamente	studiati	nella	 leucemia	
linfoblastica	 acuta	 e	 sono	 associati	 a	 prognosi	 favorevole.	 Mutazioni	
somatiche	(3%)	e	delezioni	eterozigoti	(<1%)	si	verificano	raramente	nei	
pazienti	con	MDS.	Anche	se	la	delezione	(12p)	è	collocata	nel	sottogruppo	
di	 rischio	 basso	 secondo	 IPSS-R,	 le	 mutazioni	 ETV6	 sembrano	 predire	
prognosi	sfavorevole.	E'	stata	suggerita	una	cooperazione	funzionale	tra	
ETV6	 e	 le	 anomalie	 del	 cromosoma	 7	 poiché	 è	 stata	 osservata	 una	
possibile	co-occorrenza	di	queste	due	lesioni.	Le	mutazioni	di	ETV6	sono	
eterozigoti	e	coinvolgono	sia	i	domini	di	omodimerizzazione	che	di	legame	
al	DNA,	e	danno	origine	a	una	proteina	 tronca	o	alterata	 che	non	è	 in	





TP53.	 La	 MDS	 con	 anomalie	 cromosomiche	 al	 (17p)	 è	 associata	 alla	
presenza	 di	 cellule	 pseudo-Pelger-Huet	 contenenti	 piccoli	 vacuoli,	
delezione	di	TP53	e	rischio	relativamente	alto	di	
trasformazione	 leucemica.	 Le	mutazioni	 di	 TP53	 nelle	MDS	 sono	 state	
descritte	prevalentemente	nei	sottotipi	ad	alto	rischio,	e	sono	associate	a	
cariotipo	complesso	e	malattia	correlata	alla	terapia.	Le	mutazioni	di	TP53	
sono	associate	nelle	MDS	a	prognosi	 sfavorevole.	 	Alterazioni	nel	 gene	
TP53	si	verificano	in	circa	il	10%	delle	MDS,	anche	se	quasi	un	terzo	o	la	
metà	 dei	 pazienti	 con	 citogenetica	 complessa	 hanno	 mutazioni	 TP53.	
TP53	è	un	soppressore	tumorale	ed	anche	un	fattore	di	trascrizione	che	







L’aploinsufficienza	 di	 RPS14	 nella	 del	 (5q)	 interrompe	 l'assemblamento	
del	 ribosoma	e	 stabilizza	TP53.	 La	presenza	di	mutazioni	TP53	nel	18%	
delle	MDS	con	del	(5q)	e	una	percentuale	di	blasti	<5%	rappresentano	una	
recente	descrizione.	Queste	mutazioni	erano	presenti	 a	basso	 livello	al	
momento	 della	 diagnosi	 ed	 i	 pazienti	 hanno	 mostrato	 resistenza	 o	
risposta	sub-ottimale	alla	terapia	(Jadersten	et	al).	Mutazioni	di	TP53	sono	
fortemente	 correlate	 con	 le	 aberrazioni	 del	 numero	 di	 copie	 che	
coinvolgono	il	cromosoma	5.	Inoltre,	i	pazienti	con	TP53	mutante	avevano	
poche	 altre	mutazioni	 in	 altri	 geni	 implicati	 nelle	 neoplasie	mieloidi.	 È	
anche	 importante	 notare	 la	 sensibilità	 immunoistochimica	 di	 TP53	 nel	
predire	 la	presenza	di	mutazioni	TP53.	 In	contrasto	con	 l'alta	 incidenza	
delle	mutazioni	 NPM1	 e	 CEBPA	 nell'AML	 de	 novo,	 tali	mutazioni	 sono	
molto	rare	nella	MDS.	WT1,	GATA1	e	SPI1	sono	altri	fattori	di	trascrizione	
che	mostrano	 deregolazione	 nella	MDS.	 La	 predisposizione	 familiare	 a	
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sviluppare	 AML	 e	MDS	 è	 stata	 attribuita	 a	mutazioni	 germinali	 in	 due	








a	 5-idrossimetilcitosina	 in	 una	 reazione	 enzimatica	 dipendente	 dall'	 α-
chetoglutarato.	 La	 perdita	 della	 funzione	 di	 TET2	 a	 causa	 di	mutazioni	




DNA.	 Tuttavia,	 le	mutazioni	 di	 TET2	 hanno	 dimostrato	 di	 prevedere	 la	
risposta	alla	terapia	con	inibitori	DNMT	nelle	MDS.	
TET2,	 localizzato	 sul	 cromosoma	 4q24,	 è	 frequentemente	 affetto	 da	
disomie	 uniparentali	 e	 da	 microdelezioni	 ed	 è	 mutato	 nelle	 neoplasie	
mieloidi,	tra	cui	MDS.	La	frequenza	di	mutazione	varia	tra	il	15	e	il	27%	
nelle	MDS	e	fino	al	44%	nella	leucemia	mielomonocitica	cronica	(LMMC).												







sono	 ridotti	 nei	 pazienti	 con	 mutazione	 TET2	 con	 un	 aumento	
complessivo	di	5-metilcitosina;	ciò	è	anche	supportato	da	esperimenti	su	





(Moran-Crusio	 et	 al).	 La	 conseguenza	 della	 presenza	 di	 5-	
idrossimetilcitosina	non	è	stata	ancora	completamente	chiarita,	tuttavia	




aumento	 concomitante	 dell’espressione	 genica	 (Pastor	 et	 al).	 L'attività	
ridotta	 di	 TET2	 nelle	 cellule	 staminali	 e	 progenitrici	 ematopoietiche	
contribuisce	alla	dominanza	clonale	ed	aumenta	anche	la	trasformazione	
in	AML.	In	particolare,	si	osserva	una	ridotta	espressione	di	TET2	anche	
nei	 precursori	 eritroidi	 e	 granulociti	 di	 soggetti	 affetti	 da	 MDS	 senza	
mutazioni	 rilevabili,	 che	 suggeriscono	 un	 meccanismo	 alternativo	 di	
deregolamentazione	ed	evidenziano	l’importanza	fisiologica	di	TET2	e	la	
funzione	 di	 soppressore	 tumorale	 svolta	 da	 questa	 proteina.																																																																																																																																																																						
L'identificazione	 di	 mutazioni	 somatiche	 di	 TET2	 in	 individui	 anziani	






il	 rimodellamento	 della	 cromatina.	 Il	 gene	 ASXL1	 è	 localizzato	 nella	
regione	20q	del	cromosoma	11	e	aiuta	a	reclutare	complessi	polycomb	e	












CMML	e	 nel	 5-25%	di	 AML.	 In	 confronto	 ad	 altri	 geni	 frequentemente	
mutati	 nella	MDS,	 il	 locus	del	 gene	ASXL1	non	ha	un'alta	 frequenza	di	
aberrazioni	 genomiche	 e	 sembra	 essere	 escluso	 dalla	 regione	
comunemente	deleta	20q.	Le	mutazioni	ASXL1	sono	correlate	con	rischio	
intermedio	 IPSS,	 eccesso	 di	 blasti,	 minore	 sopravvivenza	 globale	 e	 un	
tempo	 più	 breve	 per	 la	 progressione	 leucemica.	 Le	 mutazioni	 sono	
prevalentemente	localizzate	nelle	regioni	esoniche	ricche	in	glicina,	che	
portano	al	 troncamento	della	proteina	e	alla	perdita	del	C-terminale	di	
PHD	 finger.	 PHD	 finger	 è	 un	 motivo	 strutturale	 trovato	 nelle	 proteine	
nucleari	coinvolte	nelle	modificazioni	della	cromatina.	La	proteina	tronca	
ASXL1	non	è	in	grado	di	 legare	l'istone	metilato	o	di	 interagire	con	altri	




confermato	 questa	 variante	 come	 somatica.	 Il	 profilo	 dell'espressione	
genica	ha	 rivelato	che	 il	pathway	di	attivazione	del	 recettore	dell'acido	





di	 Krebs	 che	 catalizzano	 la	 decarbossilazione	 dell’isocitrato	 in	 a-KG.	 La	









KG	 ma	 invece	 ridurre	 a-KG	 al	 suo	 omologo	 2-HG	 (Ward	 et	 al).	 I	
cambiamenti	 nel	 profilo	 epigenetico	 causato	 dalle	 mutazioni	 nelle	








lisina	 27	 dell'istone	 3	 (H3K27),	 causando	 il	 silenziamento	 genico	
attraverso	un	"dominio	SET"			
conservato.	 EZH2	 interagisce	 anche	 con	 DNMT3A,	 influenzando	 la	
metilazione	del	DNA.	





troncamento	 sono	 state	 identificate	 lungo	 tutto	 il	 gene	 mentre	 le	




È	 interessante	 notare	 che	 le	 mutazioni	 dell'altro	 componente	 del	
complesso	 PRC2	 (SUZ12	 ed	 EED)	 si	 verificano	 a	 bassa	 frequenza,	 ma	
comunque	 riducono	 l’attività	 della	 metiltransferasi	 dimostrando	
l'importanza	dell'attività	della	PRC2	nelle	neoplasie	mieloidi	




multivariato	 indipendente	 da	 altri	 indicatori	 prognostici	 conosciuti.	 Il	




rilevate	 prima	 della	 trasformazione	 in	 AML.	 Questo	 è	 supportato	
dall'analisi	clonale	in	vitro	che	lo	ha	dimostrato	che	le	mutazioni	di	EZH2	





un	 paziente	 affetto	 da	 AML	 da	 Ley	 et	 al	 (2010)	 i	 quali	 sequenziarono	
l'intero	 genoma	 e	 si	 verificano	 in	 tutta	 la	 regione	 codificante	 come	
mutazioni	 missenso	 o	 non-senso	 eterozigoti.	 A	 differenza	 dell’alta	
frequenza	 con	 cui	 vengono	 riscontrate	 nei	 soggetti	 affetti	 da	 AML,	 le	
mutazioni	 in	 DNMT3A	 si	 verificano	 nel	 3-13%	 delle	 MDS	 senza	
associazione	con	alcun	 sottogruppo	citogenetico,	ma	con	una	prognosi	
negativa	 rappresentata	 da	 un	 aumento	 del	 rischio	 di	 trasformazione	
leucemica.	
Modelli	murini	 knockout	 con	delezione	diretta	 di	DNMT3A	dimostrano	
l'accumulo	 di	 cellule	 staminali	 emopoietiche	 fenotipicamente	 normali,	
ma	 con	 una	 diminuzione	 a	 lungo	 termine	 nella	 loro	 capacità	 di	






splicing,	 che	 rimuove	 gli	 introni	 dal	 pre-mRNA	 per	 generare	 un	 RNA	
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messaggero	 maturo	 (mRNA)	 ed	 è	 mediato	 da	 un	 grande	 complesso	
formato	 da	 piccole	 ribonucleoproteine	 nucleari	 (snRNP)	 e	 da	 proteine	
associate	 chiamate	 spliceosomi.	 L'impiego	 del	 sequenziamento	 ha	
rivelato	 in	 modo	 inaspettato	 mutazioni	 somatiche	 acquisite	 nelle	
componenti	 degli	 spliceosomi	 non	 solo	 nelle	 MDS	 ma	 anche	 nella	
leucemia	cronica	linfocitica	(LLC).	Le	mutazioni	che	riguardano	i	fattori	di	
splicing	 (SF3B1,	 U2AF1,	 SRSF2,	 ZRSR2,	 PRPF40B,	 SF1,	 SF3A1	 e	 U2AF2)	
sono	risultate	essere	una	classe	estremamente	comune	(45-85%)	di	geni	
mutati	 nelle	 MDS	 e	 sono	 prevalentemente	 mutazioni	 missenso	






avere	 differente	 impatto	 sulle	 funzioni	 cellulari,	 manifestandosi	 come	
fenotipi	 di	MDS	 unici.	 L'identificazione	 delle	mutazioni	 in	 geni	multipli	
dello	 splicing	 dell'RNA	 in	 un	 pattern	 mutuamente	 esclusivo	 implica	
chiaramente	che	nelle	MDS	sono	presenti	alterazioni	nei	meccanismi	di	
splicing	 cellulare.	 Le	 mutazioni	 dello	 spliceosoma	 possono	 alterare	 i	






di	 pre-RNA	 in	 pathway	 coinvolti	 nella	 patogenesi	 cancerosa,	 che	
includono	 il	 controllo	 del	 ciclo	 cellulare,	 la	 regolazione	 epigenetica,	 la	
stabilità	 del	 DNA	 e	 altri	 processi	 chiave,	 devono	 essere	 ulteriormente	
approfonditi	per	comprendere	la	patogenesi	delle	MDS.	
	




anello	 (RARS).	 Il	 rapporto	 tra	 i	 sideroblasti	 ad	 anello	 e	 le	mutazioni	 di	
SF3B1	 è	 evidenziato	 anche	 dalla	 diretta	 correlazione	 positiva	 tra	 la	
percentuale	di	sideroblasti	ad	anello	e	la	frequenza	di	alleli	mutanti.	Una	
frequenza	 relativamente	 alta	 (81%)	 di	 mutazioni	 di	 SF3B1	 sono	 state	





È	 possibile	 che	 la	 prognosi	 favorevole	 nei	 pazienti	 con	 MDS	 aventi	
mutazione	 SF3B1	 sia	 dovuta	 alla	 presenza	 di	 sideroblasti	 ad	 anello.	 Le	
mutazioni	di	SF3B1	sono	anche	identificate	con	una	frequenza	più	bassa	
(<5%)	in	altri	tumori	maligni,	anche	se	con	una	frequenza	più	alta	(17%)	






alla	 giunzione	 introne-esone.	 Le	mutazioni	 erano	 sempre	 alterazioni	 di	
missenso	eterozigoti,	raggruppate	negli	esoni	12-15	nei	domini	HEAT,	con	
K700E	 come	alterazione	più	 ricorrente.	 La	 specificità	 e	 l'alta	 frequenza	
delle	mutazioni	 SF3B1	nelle	 anemie	 refrattarie	 con	 eccesso	 di	 blasti	 lo	
rendono	un	candidato	forte	nella	patogenesi	di	RARS	e	RARS-T.	È	possibile	
che	 queste	 mutazioni	 possano	 influenzare	 lo	 splicing	 di	 trascritti	 che	
codificano	per	proteine	associate	alla	direzione	del	 ferro	nei	precursori	





è	 una	 piccola	 subunità	 (35-kDa)	 di	 U2AF,	 che	 interagisce	 con	 il	
dinucleotide	 AG	 altamente	 conservato	 dell'introne	 al	 3	 ';	 forma	 un	
eterodimero	 con	U2AF2	 (65-kDa),	 che	 è	 di	 rado	mutato	 nelle	MDS.	 Le	
mutazioni	 di	 U2AF1	 sono	 state	 rilevate	 nel	 5-12%	 delle	 MDS,	 con	
un'incidenza	 lievemente	 maggiore	 nella	 MDS	 a	 rischio	 elevato.	 Le	
mutazioni	 di	 U2AF1	 sono	 maggiormente	 presenti	 nei	 pazienti	 con	
anomalie	 nel	 cromosoma	 20q	 e	 mutazione	 di	 ASXL1.	 La	 prova	 di	 un	
aumentato	rischio	di	progressione	leucemica	è	stata	l’osservazione	di	una	
sopravvivenza	generale	più	breve	nei	
mutanti	 U2AF1	 e	 questo	 ha	 necessitato	 quindi	 di	 una	 validazione	 più	
ampia	e	nel	contesto	di	altre	mutazioni	coesistenti.	Le	mutazioni	di	U2AF1	
sembrano	essere	precoci	e	sembra	diano	inizio	agli	eventi	genetici	tipici	
della	 patogenesi	 delle	 MDS,	 inoltre	 sembra	 che	 persistano	 nella	
trasformazione	in	AML.	Le	mutazioni	in	U2AF1	sono	altamente	specifiche	
e	modificano	solo	due	residui	amminoacidici	altamente	conservati,	Ser34	
o	 Gln157,	 che	 risiedono	 nei	 domini	 zinc	 finger	 1	 (ZF1)	 e	 ZF2,	
rispettivamente.	 L’espressione	 di	 mutanti	 U2AF1	 nelle	 linee	 cellulari	
hanno	conferito	un	aumento	della	produzione	di	trascritti	con	sequenze	
introniche	 non	 tagliate	 e	 un	 aumento	 della	 soppressione	 della	
proliferazione	cellulare	piuttosto	che	conferire	un	vantaggio	nella	crescita	






un	membro	della	 famiglia	 serina	/	arginina	 (RS)	coinvolto	nello	splicing	








che	 il	 midollo	 osseo	 dei	 pazienti	 con	 mutazione	 SRSF2	 possiede	
un'anomalia	 nello	 splicing	 di	 RUNX1,	 che	 ha	 funzionalmente	 lo	 stesso	
effetto	delle	mutazioni	RUNX1.	
Uno	 studio	 recente	 (Wu	 et	 al)	 ha	 inoltre	 dimostrato	 la	 stabilità	 delle	










componenti	 spliceosomici,	 le	 mutazioni	 di	 ZRSR2	 sono	 ampiamente	
distribuite	lungo	l'intera	regione	codificante	e	portano	alla	perdita	della	
funzione	delle	proteine.																																																	Anche	le	mutazioni	
TET2	 sono	 risultate	 preferenzialmente	 presenti	 nei	 pazienti	 con	
mutazione	ZRSF2.	
PRPF40B,	SF1,	SF3A1,	U2AF2,	LUC7L2	e	PRPF8	sono	altri	componenti	dello	









nella	 leucemia	 mielomonocitica	 cronica	 (CMML)	 e	 in	 MDS	 /MPN-non	
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classificati	(12%).	Le	mutazioni	hanno	interessato	principalmente	i	residui	
8	 -874	 ed	 erano	 prevalentemente	 mutazioni	 missenso	 eterozigoti.	 Le	




SETBP1	 aumenta	 l'espressione	 di	 HOXA9	 e	 HOXA10	 legandosi	
direttamente	ai	promotori	di	questi	geni	e	inoltre	la	sovraespressione	di	






















parte	 all'eterogeneità	 della	 malattia	 e	 alla	 complessità	 delle	 anomalie	
molecolari	e	citogenetiche.	Va	inoltre	ricordato	che	le	MDS	sono	malattie	








Le	 problematiche	 cliniche	 frequentemente	 riscontrate	 durante	 il	
trattamento	 dei	 pazienti	 con	MDS	 includono:	 anemia	 con	 dipendenza	








della	 malattia	 e	 spesso	 richiede	 supporto	 trasfusionale.	 L'obiettivo	





danni	 che	 si	 verificano	 a	 livello	 degli	 organi	 in	 particolare	 de	muscolo	




per	 i	 pazienti	 con	 emoglobina	 <10g/dL	 e	 livelli	 di	 eritopoietina	 <500;	
hanno	un	tasso	di	risposta	del	40-50%	con	una	durata	media	di	risposta	
approssimativamente	 di	 due	 anni	 contribuendo	 a	 innalzare	 i	 livelli	 di	
emoglobina,	 inducendo	 un	 miglioramento	 della	 qualità	 della	 vita	 dei	
pazienti	 trasfusione-indipendenti	 e	 anche	 per	 alcuni	 casi	 trasfusione-
dipendenti.		
	
I	 dati	 attualmente	 disponibili	 non	 permettono	 di	 poter	 dimostrare	 la	
superiorità	di	una	delle	molecole	di	ESAs	sulle	altre;	allo	stesso	modo,	un	





score	 basso	 o	 intermedio-1)	 e	 una	 scarsa	 necessità	 trasfusionale	 sono	
fattori	che	favoriscono	la	risposta	agli	ESAs.	
La	durata	della	risposta,	anche	a	seguito	di	opportuno	mantenimento,	è	














Il	 sovraccarico	di	 ferro	 si	 verifica	 in	quei	pazienti	 con	MDS	 trasfusione-
dipendenti	che	ricevono	4	
unità	 o	 più	 di	 globuli	 rossi	 per	 una	 durata	 che	 supera	 le	 8	 settimane.	
Ciascuna	unità	di	globuli	rossi	contiene	200-250	mg	di	ferro	e	poiché	non	
esiste	 un	 meccanismo	 efficace	 di	 eliminazione,	 il	 ferro	 in	 eccesso	 si	
accumula	a	 livello	tissutale;	 inoltre	va	ricordato	che	 i	pazienti	con	MDS	
tenono	 ad	 avere	 un	 aumento	 dell'assorbimento	 di	 ferro	 secondario	 a	
eritropoiesi	inefficace.	Di	conseguenza	nel	tempo	si	verifica	accumulo	di	











diminuzione	 significativa	 dei	 livelli	 di	 ferritina	 serica	 e	 una	 minore	
necessità	di	trasfusioni.	
Tuttavia	 sono	 stati	 evidenziati	 diversi	 effetti	 collaterali	 dovuti	 a	 questo	







Questi	 farmaci	 vengono	 utilizzati	 in	 quanto	 portano	 ad	 effetti	 anti-
citochinici,	anti-angiogenetici	e	a	un	miglioramento	dell'ematopoiesi	che	
diventa	più	efficace.	
Inizialmente	 veniva	 utilizzata	 la	 talidomide	 come	 singolo	 agente,	 che	
riduceva	 o	 aboliva	 la	 trasfusione-dipendenza	 in	 molti	 pazienti,	 ma	 al	











In	 tutti	 gli	 studi	 la	 tossicità	 maggiore	 è	 stata	 quella	 ematologica	
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(neutropenia,	 trombocitopenia,	 anche	 se	 il	 rischio	 di	 trombosi	 venose	
profonde	non	è	risultato	totalmente	irrilevante.	
Sulla	 base	 dei	 risultati	 attuali	 le	 linee	 guida	 raccomandano	 l'uso	 della	





Gli	 agenti	 ipometilanti	 5-azacitidina	 (AZA)	 e	 decitabina	 rappresentano	
l’unico	strumento	farmacologico	per	la	terapia	delle	MDS.	
Le	terapie	convenzionali	come	la	polichemioterapia	aventi	come	scopo	la	
distruzione	 del	 clone	 mutato	 hanno	 poca	 probabilità	 di	 ottenere	
remissioni	durature	nel	tempo	senza	ricorrere	al	trapianto	allogenico;	la	
chemioterapia	è	 infatti	poco	efficace	a	 causa	della	 resistenza	del	 clone	
mielodisplastico	e	ha	una	 tossicità	 inaccettabile	 se	utilizzata	 in	pazienti	
anziani.	
Al	 contrario	 gli	 agenti	 ipometilanti	 hanno	 un	 profilo	 di	 tollerabilità	
migliore	 rispetto	 alla	 chemioterapia	 convenzionale;	 tali	 farmaci	
permettono	 la	 differenziazione	 con	 conseguente	 miglioramento	 del	
quadro	ematologico	periferico	e	midollare	e	minor	necessità	di	supporto	








Si	 ritiene	 che	 azacitidina	 eserciti	 i	 suoi	 effetti	 antineoplastici	 tramite	
meccanismi	multipli,	che	comprendono	la	citotossicità	nei	confronti	delle	
cellule	 emopoietiche	 anomali	 del	midollo	 osseo	 e	 l’ipometilazione	 del	




delle	 vie	 di	 danneggiamento	 del	 DNA.	 Le	 cellule	 non	 proliferanti	 sono	
relativamente	insensibili	ad	azacitidina.	L’incorporazione	di	azacitidina	nel	
DNA	 porta	 all’inattivazione	 della	 DNA	metiltransferasi,	 che	 a	 sua	 volta	
causa	l’ipometilazione	del	DNA.	L’ipometilazione	del	DNA	di	geni	colpiti	
da	metilazione	 aberrante,	 coinvolti	 nella	 regolazione	 del	 normale	 ciclo	
cellulare,	 nella	 differenziazione	 e	 nei	 meccanismi	 di	 morte	 cellulare,	
possono	 risultare	 nella	 riespressione	 genica	 e	 nel	 ripristino	 di	 funzioni	
cancro-inibenti	 delle	 cellule	 del	 cancro.	 L’importanza	 relativa	
dell’ipometilazione	 del	 DNA	 nei	 confronti	 della	 citotossicità	 o	 di	 altre	
attività	di	azacitidina	per	gli	esiti	clinici	non	è	stata	stabilita.	[36]	
	
Il	 Cancer	 and	 Leukemia	Group	 B	 (CALG-B)	 ha	 condotto	 il	 primo	 studio	
randomizzato	di	5-azacitidina	alla	dose	di	75mg/mq	per	7	giorni	ogni	28	
contro	terapia	di	supporto	su	MDS	con	differenti	rischi	secondo	l’IPSS.	Fu	
osservato	 un	 aumento	 della	 remissione	 parziale	 o	 totale	 nei	 pazienti	



















La	 maggior	 parte	 delle	 linee	 guida	 raccomandano	 l'uso	 di	 AZA	 come	
terapia	di	elezione	nei	pazienti	a	rischio	intermedio-2	o	alto	secondo	IPSS	
non	idonei	a	trapianto	allogenico	per	età	e	comorbità.	
E'	 tuttora	 in	 fase	 di	 studio	 l'impiego	 dei	 demtilanti	 come	 terapia	
preparatoria	al	trapianto	o	come	mantenimento	nelle	fasi	post-trapianto	






guarire	 i	 pazienti	 affetti	 da	 MDS.	 L'ostacolo	 principale	 deriva	 dalla	






































evidenze	 rendono	 possibile	 l’ipotesi	 di	 un	 loro	 utilizzo	 al	 posto	 della	
chemioterapia	convenzionale	nella	fase	pre-trapianto.	
Questa	strategia	si	è	dimostrata	realizzabile	e	sicura	in	diverse	esperienze	








































era	 lungo	22	nucleotidi	e	 simile	anche	se	 in	modo	parziale	a	 sequenze	
multiple	presenti	nella	regione	3'UTR	dell'mRNA	del	gene	lin-14	[31].	Si	
pensò	 che	 queste	 molecole	 appena	 scoperte	 avessero	 un	 ruolo	 nel	
silenziamento	 dell'espressione	 genica	 di	 lin-14	 credendo	 fosse	 un	











loro	 scoperta	 si	 aprì	 una	 nuova	 era	 nella	 comprensione	 dei	 processi	
regolatori	post-trascrizionali	dell'espressione	genica.	[29,30]	
	
I	 miRNA	 costituiscono	 una	 famiglia	 di	 piccoli	 RNA	 endogeni,	 non	
codificanti,	a	singolo	filamento	(ss),	di	lunghezza	compresa	tra	i	18	e	i	25	
nucleotidi,	il	cui	ruolo	fondamentale	è	quello	di	regolare	negativamente	
l'espressione	 genica	 a	 livello	 post-trascrizionale	 negli	 animali	 e	 nelle	
piante.	 In	 particolare,	 i	miRNA	 agiscono	mediante	 il	 riconoscimento	 di	






miRNA	 come	 piccoli	 elementi	 di	 controllo	 di	 pathways	 regolatrici	 più	
complesse,	che	sono	alla	base	di	numerose	e	fondamentali	funzioni	che	
vanno	 da	 quelle	 prettamente	 cellulari,	 tra	 cui	 la	 regolazione	 del	 ciclo	





degli	 specifici	 patterns	di	 espressione	 temporale	 e	 spaziale.	 Tuttavia	 è	
stato	 dimostrato	 che	 nel	 caso	 in	 cui	 la	 loro	 espressione	 risulti	 essere	
alterata,	i	miRNA	possono	essere	coinvolti	in	diverse	malattie	complesse.	
Pertanto,	 l'azione	ad	ampio	spettro	dei	miRNA	costituisce	un	nuovo	ed	
altamente	 regolato	 livello	 di	 controllo	 dell'espressione	 genica,	











modo	 in	 cui	 i	 loro	 geni	 sono	 organizzati	 sui	 cromosomi	 umani.	 I	 geni	






















alquanto	 complesso	 e	 si	 svolge	 attraverso	 numerose	 tappe:	 esso	 ha	
origine	nel	nucleo	e	giunge	a	terminazione	nel	citoplasma.	
I	miRNA	sono	prodotti	mediante	due	reazioni	di	taglio	dell'RNA	a	partire	






















dei	 22	 nucleotidi	 del	 miRNA.	 Questa	 è	 la	 regione	 con	 la	 maggiore	






Per	processare	 il	 trascritto	pri-miRNA	iniziale	(contenente	 la	struttura	a	




forcina	 dell'RNA	 (pre-miRNA).	 Questo	 enzima	 opera	 insieme	 a	 una	
subunità	 proteica	 essenziale	 per	 la	 specificità	 (denominata	 Pasha),	 e	
insieme	 queste	 due	 proteine	 formano	 un	 complesso	 microprocessore	
attivo.	




















dsRNA	e	dall'ansa	superiore.	Dopo	 l'iniziale	 taglio	da	parte	di	Drosha	 il	
pre-miR	 viene	 portato	 dal	 nucleo	 al	 citoplasma	 dall'Esportina	 5,	 un	




prodotto	 del	 dsRNA.	 Tale	 sporgenza	 è	 molto	 importante	 per	 il	
riconoscimento	 della	 molecola	 di	 RNA	 da	 parte	 di	 Dicer,	 l'enzima	
successivo	in	questo	percorso	molecolare.	[56]	
Il	 pri-miRNA	 liberato	 da	Drosha	 viene	 portato	 nel	 citoplasma,	 dove	 ha	
luogo	una	 seconda	 reazione	di	 taglio	dell'RNA	da	parte	di	Dicer.	Come	
succede	 nel	 caso	 di	 Drosha,	 anche	Dicer	 riconosce	 il	 suo	 sito	 di	 taglio	
attraverso	 un	 meccanismo	 che	 si	 basa	 sulle	 dimensioni	 e	 non	 sulla	
specificità	della	sequenza.	
Dicer	 è	 costituito	 da	 tre	moduli:	 due	 domini	 RNasi	 III	 e	 un	 dominio	 di	
legame	 del	 dsRNA	 chiamato	 dominio	 PAZ	 il	 cui	 nome	 deriva	 da	 tre	
proteine	che	contengono	questo	dominio	ossia	Piwi,	Argonauta	e	Zwille.	





positivamente.	 Nella	 porzione	 superiore	 di	 Dicer	 sono	 presenti	 i	 due	
domini	 RNasi,	 disposti	 come	 un	 dimero	 simmetrico.	 Ciascun	 dominio	
RNasi	presenta	un	sito	attivo	ed	è	responsabile	del	taglio	di	uno	dei	due	
filamenti	dell'RNA	substrato.	Pertanto	Dicer	lavora	su	qualunque	dsRNA	a	
















univoco,	 con	 un	 appaiamento	 di	 basi	 tra	 RNA	 e	 RNA,	 un	 unico	 gene	
bersaglio	all'interno	dei	genomi	degli	eucarioti	complessi.	
RISC	è	un	complesso	costituito	da	diversi	 componenti,	 tra	cui	 il	miRNA	
guida.	 Quest'ultimo	 si	 appaia	 con	 l'mRNA	 bersaglio	 inducendo	 come	
conseguenza	 il	 silenziamento	 dell'espressione	 genica.	 Il	 componente	
centrale	 di	 questo	 complesso	 regolatore	 è	 una	 proteina	 che	 prende	 il	
nome	di	Argonauta,	un	enzima	che	taglia	l'RNA.	
Il	 meccanismo	 di	 silenziamento	 genico	 meglio	 compreso	 è	 il	 taglio	
dell'mRNA	 bersaglio	 ad	 opera	 di	 RISC,	 detto	 anche	 splicing.	 Negli	
organismi	sono	presenti	più	membri	della	famiglia	Argonauta;	nell'	uomo,	
ad	 esempio,	 ci	 sono	 otto	 differenti	 membri	 anche	 se	 solo	 alcuni	
	 44	
possiedono	l'attività	di	taglio	quando	vengono	incorporati	nel	complesso	




Il	 dsRNA	 prodotto	 da	 parte	 di	 Dicer	 è	 incorporato	 in	 RISC	 e	 viene	
denaturato	 in	 modo	 tale	 da	 creare	 il	 filamento	 guida	 e	 il	 filamento	




Il	 complesso	 RISC	 cosi	 formatosi	 è	 chiamato	 RISC	maturo	 e	 con	 l'RNA	










Il	 taglio	 avviene	 nel	 centro	 del	 duplex	 RNA	 guida-RNA	 bersaglio,	 tra	 il	
decimo	 e	 l'undicesimo	 nucleotide	 a	 partire	 dall'estremità	 5'	 dell'RNA	
guida.	 A	 volte	 il	 complesso	 RISC	 maturo	 può	 inibire	 la	 traduzione	 del	
segnale	invece	di	tagliare	l'mRNA.	
	E'	ancora	oggetto	di	studio	il	meccanismo	alla	base	della	della	repressione	








miRNA	 dipende	 soprattutto	 dalla	 complementarietà	 esistente	 tra	 il	
miRNA	stesso	e	il	messaggero	target:	una	perfetta	complementarietà	tra	
le	due	sequenze	(più	frequente	nelle	piante)	determina	una	degradazione	
dell'mRNA	mediante	 un	 taglio	 endonucleotidico,	mentre	 un'imperfetta	
complementarietà	 (tipica	 degli	 animali)	 ha	 come	 conseguenza	 più	
probabile	 il	 blocco	 del	 processo	 di	 traduzione	 con	 conseguente	
diminuzione	dell'espressione	genica	senza	degradazione	dell'mRNA	
Recenti	studi	sul	genoma	hanno	mostrato	l'esistenza	di	due	siti	aggiuntivi	
di	 legame	 del	 miRNA	 presente	 nel	 complesso	 RISC	 oltre	 alla	 regione	
3'UTR.	Questi	siti	potrebbero	essere	presenti	nella	regione	codificante	o	
nella	 regione	 5'UTR.	 Tuttavia	 il	 legame	 esclusivo	 a	 questi	 siti	 è	
caratterizzato	da	una	minore	soppressione	della	trascrizione	dell'mRNA.	
[30,56]	













Così	 come	per	 i	 geni	 codificanti	 proteine	 coinvolti	 nel	 cancro,	 i	miRNA	





della	 proliferazione	 cellulare,	 dell'angiogenesi	 e	 della	 riduzione	
dell'apoptosi;	 i	secondi	si	trovano	invece	in	regioni	silenziate	o	delete	e	
hanno	un	effetto	biologico	opposto.	
Inoltre	 lo	 stesso	 miRNA	 può	 comportarsi	 sia	 da	 oncogene	 che	 da	
oncosoppressore	 a	 seconda	del	 tipo	di	 alterazione	e	del	 tipo	 cellulare;	
infatti	alcuni	miRNA	sono	stati	ritrovati	sia	in	regioni	delete	sia	in	regioni	
amplificate	a	seconda	del	tipo	di	neoplasia	analizzata.	[56]	
Di	 tutti	 i	miRNA	che	 sono	 stati	 identificati	 nell'uomo,	più	della	metà	 si	
trovano	in	regioni	del	genoma	generalmente	alterate	nei	tumori	e	perciò	

















la	 principale	 causa	 di	 decessi	 correlati	 al	 cancro	 in	 molti	 paesi	
economicamente	 sviluppati.	 Evidenze	 emergenti	 suggeriscono	 che	 il	
miRNA	 let-7,	 localizzato	 in	 una	 regione	 del	 cromosoma	 che	 nel	 cancro	




osservarono	 che	 i	 livelli	 di	 espressione	 di	 let-7	 erano	 frequentemente	
ridotti	negli	studi	effettuati	sia	in	vivo	che	in	vitro	sul	tumore	al	polmone;	
il	 gruppo	 ha	 inoltre	 evidenziato	 che	 la	 ridotta	 espressione	 di	 let-7	 è	




contrario	 di	 let-7,	 l'espressione	 del	 cluster	 miR-17-92	 è	 notevolmente	




sviluppo	 del	 cancro	 al	 polmone	 o	 se	 lo	 controlli	 bersagliando	 i	 geni	
oncosopressori.	 Tra	 i	 molti	 bersagli	 ipotizzati	 ci	 sono	 due	 geni	 che	
svolgono	attività	di	oncosoppressore,	PTEN	e	RB2.	
Il	 cancro	 alla	 mammella	 è	 uno	 dei	 tumori	 più	 importanti	 nelle	 donne	
adulte.	Iorio	e	colleghi	nel	2005	dopo	aver	valutato	centinaia	di	profili	di	
espressione	 di	miRNA	 in	 10	 tessuti	mammari	 normali	 e	 76	 neoplastici	




espressione	 dei	 recettori	 di	 estrogeni	 e	 progesterone	 e	 invasione	
vascolare.[15]	
Altre	 neoplasie	 associate	 a	 un'errata	 espressione	 dei	 miRNA	 sono:	 il	




Le	 prime	 dimostrazione	 del	 coinvolgimento	 dei	 miRNA	 nei	 tumori	
provengono	proprio	da	uno	studio	molecolare	il	quale	ha	caratterizzato	la	
delezione	 13q14	 nella	 leucemia	 linfocitica	 cronica	 (CLL),	 la	 forma	 più	
	 48	
comune	 di	 leucemia	 nell'emisfero	 occidentale.	 Questa	 regione	 del	
genoma	contiene	 i	miRNA	miR-15a	e	miR16a;	 l'analisi	dettagliata	della	
delezione	 ha	 indicato	 che	 questi	 due	 miRNA	 sono	 gli	 unici	 due	 geni	
compresi	nella	delezione	più	piccola	associata	con	la	CLL.	Inoltre	l'analisi	
dell'espressione	ha	evidenziato	che	miR15	e	miR16	erano	assenti	o	down-
regolati	 nella	maggior	 parte	 dei	 pazienti	 affetti	 da	 CLL.	 Questi	 risultati	




Rispetto	 agli	 studi	 eseguiti	 sulle	 leucemie,	 sfortunatamente	 sono	 stati	
effettuati	 molti	 meno	 lavori	 sullo	 studio	 dei	 miRNA	 nelle	 MDS	 [54].	










sono	 indipendenti	 dal	 sistema	 di	 punteggio	 prognostico	 internazionale	
rivisto	(R-IPSS).	[10,52]	
Quindi	il	riconoscimento	di	miRNA	differenzialmente	espressi	tra	tessuti	
tumorali	 e	 tessuti	 normali	 può	 aiutare	 a	 identificare	 miRNA	 specifici	












eccezione	 dei	 casi	 di	 MDS	 con	 delezione	 del	 cromosoma	 5	 o	 con	
mutazione	del	gene	SF3B1,	al	momento	non	ci	sono	altri	studi	in	biologia	
molecolare	in	grado	di	sostenere	e/o	sostituire	la	diagnosi	morfologica.	
	Per	 questi	 motivi,	 essendo	 noto	 che	 i	 miRNA	 sono	 implicati	 nella	
patogenesi	 delle	 MDS,	 analizzando	 l'espressione	 dei	 miRNA	 al	 tempo	






























I	 pazienti	 sono	 stati	 assegnati	 a	 diversi	 tipi	 di	 MDS	 secondo	 la	
classificazione	WHO	2008.	
11	pazienti	erano	affetti	da	RAEB,	9	da	RA,	5	da	RCMD	e	3	da	CMML.	L'età	





Anche	 la	 popolazione	 è	 stata	 stratificata	 secondo	 R-IPSS	 alla	 diagnosi	
come	segue:	6	bassi,	3	intermedi-1,	6	intermedi-2,	13	alti.	







diluito	1:2	con	PBS	 (Phosphate	buffered	saline)	e	 i	due	 liquidi	vengono	
mescolati	 delicatamente	 con	 l'aiuto	 di	 una	 pipetta	 Pasteur.	 In	 un	 tubo	
Falcon	da	15	ml	vengono	dispensati	5ml	di	Ficoll	a	temperatura	ambiente.	
Il	Ficoll	è	un	copolimero	sintetico	ramificato	ad	alto	peso	molecolare	che	






punta	della	pipetta	sul	 lato	 interno	del	 tubo	stesso	 facendo	scivolare	 il	
sangue	lungo	la	parete	del	tubo	per	rallentarne	la	caduta	sul	Ficoll.	Nel	
caso	 in	 cui	 il	 sangue	 venisse	 fatto	 scorrere	 troppo	 velocemente	 dalla	






contenente	 globuli	 rossi	 e	 granulociti.Con	una	pipetta	Pasteur	 sterile	 è	




























Il	 surnatante	 ottenuto	 viene	 eliminato	 e	 il	 pellet,	 formato	 dall'RNA	
precipitato	 viene	 lavato	 con	 Etanolo	 al	 70%	 e	 si	 effettua	 l'ultima	
centrifugazione	con	le	stesse	condizioni	della	precedente.	
Infine	 si	 rimuove	 il	 surnatante	 e	 si	 lascia	 evaporare	 l'etanolo	 residuo,	


















































A	 questo	 punto	 si	 chiudono	 le	 provette,	 si	 vortexano	 e	 si	 centrifugano	











































































































































RNase-free	water	 3,3µl	 14,5µl	 36,3µl	













































Si	 aggiungono	 5µl	 del	 prodotto	 della	 reazione	 di	 retrotrascrizione	
raggiungendo	quindi	un	volume	totale	di	50µl.	
Dopo	averle	chiuse	si	vortexano	le	provette	per	mescolare	i	componenti,	si	



































































































































Denature	 95°C	 1	sec	 40	

































































Lo	 scopo	 dell’analisi	 statistica	 supervisionata	 e	 multivariata	 è	 quello	 di	
modellare	 la	 relazione	 tra	 i	 dati	 in	 input	 (i	 campioni)	 e	 le	 corrispondenti	
etichette	(ad	esempio	soggetti	trattati	e	non	trattati	e/o	le	differenti	classi	
WHO	 di	MDS)	 cercando	 una	 funzione	 che	 dipende	 da	molte	 variabili	 (in	











In	 questo	 contesto,	 nel	 mondo	 delmachine	 learning,	 i	 metodi	 di	
regolarizzazione	rappresentano	una	classe	di	tecniche	molto	usate.	Lo	scopo	
di	queste	 tecniche	è	quello	di	minimizzare	 il	problema	di	una	 funzione	di	
perdita	V	che	misura	l’aderenza	della	funzione	in	oggetto	ai	dati	e	una	o	più	
penalità	di	regolarizzazione	R	che	introducono	altre	informazioni	sul	tipo	di	

















ottimizzazione	 vanno	 oltre	 lo	 scopo	 di	 questo	 lavoro	 e	 possono	 essere	
ottenute	leggendo	questi	lavori	[12,21].	
Per	 spiegare	 l1l2	 è	 necessario	 assumere	 che	 si	 è	 partiti	 un	 insieme	 di	 n	




classi	 (e.g.,	 trattato	 o	 non	 trattato),	mentre	 si	 definisce	multiclasse,	 quel	
problema	nel	quale	si	hanno	da	3	a	più	classi	(e.g.,	le	cinque	classi	definite	
da	WHO).	
Il	 dataset	 è	 rappresentato	 da	 una	matrice	 X	 n	 ×	 d	 e	 da	 un	 vettore	 y	 n-
dimensionale	 delle	 etichette.	 Utilizzando	 solo	 un	 sottoinsieme	 dei	 dati	











valutazione	 dell’accuratezza	 della	 classificazione	 avvengono	 all’interno	 di	
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due	 loop	 innestati	 di	 cross-validazione	 [4].	 Come	 conseguenza	 del	 loop	
esterno	 di	 cross-validazione,	 l1l2	 fornisce	 un	 set	 di	 B=3	 liste	 di	 variabili	
discriminanti,	quindi	è	necessario	scegliere	un	criterio	appropriato	[4]	per	
ottenere	una	lista	comune	di	variabili	discriminanti.	Il	criterio	usato	si	basa	
sulla	 frequenza	 assoluta,	 i.e.,	 come	 variabili	 rilevanti	 è	 stato	 deciso	 di	
promuovere	i	geni	più	stabili	su	tutte	le	liste.	Il	threshold	utilizzato	in	questo	
lavoro	 per	 selezionare	 le	 liste	 finali	 (i.e.,	 75%)	 è	 stato	 scelto	 in	 base	 alla	








E’	 stato	 utilizzato	 il	 metodo	 l1l2	 all’interno	 di	 PALLADIO	 [3],	 che	 è	 un	
framework	di	metodi	di	machine	learning	implementato	in	Python	basato	su	
metodi	di	regolarizzazione.	In	particolare	lo	scopo	di	PALLADIO	è	quello	di	
fornire,	 insieme	 alle	 variabili	 rilevanti,	 una	 stima	 della	 performance	
predittiva	del	modello	 che	 consideri	 solo	quelle	 variabili.	 L’affidabilità	del	
risultato	 viene	 valutata	 sulla	 base	 dei	 risultati	 ottenuti	 da	 due	 set	 di	
esperimenti:	 uno	 definito	 batch	 regolare	 e	 uno	 definito	 batch	 di	
permutazione.	 Nel	 batch	 regolare	 gli	 esperimenti	 vengono	 eseguiti	 sul	
dataset	 così	 come	 viene	 fornito,	 mentre	 nel	 batch	 di	 permutazione	 gli	
esperimenti	 vengono	eseguiti	 su	un	dataset	dove	 la	 relazione	 tra	 input	 e	
output	 è	 distrutta	 mischiando	 le	 etichette	 nel	 training	 set.	 Per	 ciascun	
esperimento,	PALLADIO	ricampiona	un	alto	numero	di	volte	differenti	sets	
di	learning	e	di	test.	Questa	procedura	ha	lo	scopo	di	stimare	la	distribuzione	
dei	 valori	 di	 performance	 per	 entrambi	 i	 batch.	 In	 questo	 lavoro	 è	 stato	
scelto	 di	 ricampionare	 in	 totale	 100	 volte,	 eseguendo	 50	 esperimenti	
regolari	 e	 50	 esperimenti	 di	 permutazione.	 Le	 due	 distribuzioni,	 quella	
regolare	 e	 quella	 di	 permutazione,	 sono	 quindi	 confrontate	 testando	
l’ipotesi	nulla	H0,	che	assume	che	non	ci	siano	differenze,	utilizzando	il	test	
non-parametrico	 Wilcoxon	 signed-rank.	 Questo	 rappresenta	 il	 modo	
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migliore	 per	 misurare	 la	 robustezza	 statistica	 dei	 risultati	 ottenuti.	 E’	
necessario	rigettare	l’ipotesi	nulla	quando	il	p-value	calcolato	è	più	piccolo	
del	 livello	 di	 confidenza	 che	 è	 stato	 scelto.	 Rigettare	 H0	 implica	 che	 c’è	
un’evidente	differenza	tra	le	due	distribuzioni	e	che	il	numero	di	campioni	è	






Per	 la	 caratterizzazione	 funzionale	 della	 signature	 di	 miRNAs	 è	 stato	
utilizzato	WebGestalt	2013	[55].	Lo	strumento	esegue	questo	tipo	di	analisi	




di	 KEGG	 e	 un	 set	 di	 riferimento	 (e.g.,	 l’intero	 genoma	 umano),	
l’arricchimento	è	basato	sul	rapporto	tra	il	numero	di	geni	della	signature	in	











usati	 per	 predire	 le	 molecole	 target	 dei	 miRNAs.	 Generalmente	 questi	
softwares	 usano	 principalmente	 la	 complementarietà	 tra	 le	 sequenze,	 la	





Per	 la	 predizione	 dei	 geni	 target,	 abbiamo	 considerati	 I	 seguenti	 tool	 di	
predizione:	 miRanda	 (http://www.microrna.org,	 [8]),	 mirDB	









[9]	 come	 suggerito	 nella	 home	 page	 di	 questo	 strumento.	 Per	 quanto	
riguarda	 miRanda,	 si	 sono	 considerate	 le	 predizioni	 della	 versione	
dell’agosto	del	2010.	In	particolare	si	è	scelto	di	utilizzare	il	file	più	complete,	
che	 include	 “Non-good	 mirSVR	 Score	 and	 Non-conserved	 miRNAs”.	 Per	


























































































































































































































TET2 IKZF1 WT1 SH2B3 NF1 ASXL1 RUNX1 BCOR U2AF1









1. Geni	 caratterizzati	 da	 mutazione	 somatica	 (TET2,	 SF3B1,	 ASXL1	 and	
GNB1)	
2. Geni	 con	mutazione	germinale	 che	predispongono	 i	 soggetti	 portatori	
allo	sviluppo	di	neoplasie	mieloidi	(GATA2,	TERC	and	TERT)	
3. Geni	 caratterizzati	 da	 mutazioni	 somatiche	 in	 eterozigosi	 (DNMT3A,	
U2AF1	and	JAK2)	
La	 lista	 dei	 geni	 bersaglio	 identificata	 dalla	miRNA	 signature	 del	 presente	
studio	 ha	 permesso	 di	 mostrare	 che	 i	 soggetti	 arruolati	 hanno	
verosimilmente	alterazioni	nell’espressione	di	geni	appartenenti	al	primo	ed	
al	terzo	gruppo	della	lista	OMIM.	




Al	 fine	 di	 identificare	 quali	 percorsi	 genici	 sono	 stati	 coinvolti	 (per	 lo	 più	




L'analisi	 di	 arricchimento	 del	 miRNA	 ha	 permesso	 di	 identificare	 i	 geni	
coinvolti	 in	 (i)	 vie	geniche	 (alcune	 in	 comune	ed	alcune	 specifiche	per	un	
determinato	sottotipo	di	MDS)	probabilmente	coinvolti	nell'insorgenza	della	









Attraverso	 la	 signature	 miRNA	 ed	 il	 suo	 arricchimento,	 è	 stato	 possibile	
rilevare	il	coinvolgimento	di	alcune	note	vie	di	riferimento	di	coinvolte	nella	
patogenesi	 e	 nella	 progressione	 della	malattia	 come:	 segnalazione	 cAMP,	
mTOR,	hedgehog,	TGF-beta,	fattore	inducibile	da	ipossia	(HIF)	e	fosfolipasi	D.	
È	 stato	 anche	 possibile	 identificare	 altri	 percorsi	 genici	 che	 potrebbero	
contribuire	 ad	 alcuni	 dei	 sintomi	 riportati	 dai	 pazienti	 affetti	 da	MDS;	 la	
signature	miRNA	suggerisce	probabilmente	 il	 silenziamento	di	diversi	geni	








è	 la	 presenza	 di	 cellule	 blastiche;	 la	 quantità	 di	 cellule	 blastiche	 riflette	
verosimilmente	 una	 patologia	 con	 una	 quantità	 maggiore	 di	 danno	
genomico.	
Tra	i	miRNA	espressi	nella	maggior	parte	dei	pazienti	appartenenti	alla	classe	
RAEB,	 miR-1270	 e	 miR-1179	 sono	 emersi	 perché	 la	 caratterizzazione	





























KEGG	ID	 Name	 #Genes	 FDR	
hsa04550	 Signaling	pathways	regulating	pluripotency	of	stem	cells	 85	 2.35e-05	
hsa04012	 ErbB	signaling	pathway	 57	 3.47e-05	
hsa05205	 Proteoglycans	in	cancer	 112	 8.59e-05	
hsa04072	 Phospholipase	D	signaling	pathway	 82	 1.52e-04	
hsa04014	 Ras	signaling	pathway	 121	 1.52e-04	
hsa01521	 EGFR	tyrosine	kinase	inhibitor	resistance	 51	 1.52e-04	
hsa04152	 AMPK	signaling	pathway	 72	 1.52e-04	
hsa04071	 Sphingolipid	signaling	pathway	 69	 2.91e-04	
hsa04510	 Focal	adhesion	 107	 3.13e-04	
hsa04068	 FoxO	signaling	pathway	 75	 3.52e-04	
hsa05231	 Choline	metabolism	in	cancer	 59	 4.52e-04	
hsa04015	 Rap1	signaling	pathway	 110	 4.90e-04	
hsa04933	 AGE-RAGE	signaling	pathway	 58	 8.59e-04	
hsa04150	 mTOR	signaling	pathway	 82	 1.24e-03	
hsa04660	 T	cell	receptor	signaling	pathway	 59	 1.54e-03	


































"Percorsi	 di	 segnalazione	 che	 regolano	 la	 pluripotenza	 delle	 cellule	
staminali"	(influenzato	da	miR1270	e	miR1179)	(Figura	4).	
Questa	 rete	 mostra	 che	 l'interazione	 tra	 TET2	 e	 TCF3	 è	 conosciuta	
sperimentalmente	 (bordo	 rosa),	mentre	 le	 interazioni	 tra	 TET2	 e	 altre	 tre	
proteine,	 che	 sono	 JARID2	 KRAS	 e	 JAK2,	 derivano	 da	 esperimenti	 di	 co-
KEGG	ID	 Name	 #Genes	 FDR	
hsa05205	 Proteoglycans	in	cancer	 100	 2.25e-04	
hsa04152	 AMPK	signaling	pathway	 65	 4.12e-04	
Hsa04211	 Longevity	regulating	pathway	 52	 4.12e-04	
hsa05231	 Choline	metabolism	in	cancer	 82	 8.56e-04	
hsa04071	 Sphingolipid	signaling	pathway	 62	 8.56e-04	
hsa04115	 P53	signaling	pathway	 39	 1.3e-03	
hsa01521	 EGFR	tyrosine	kinase	inhibitor	resistance	 44	 1.55e-03	
hsa04150	 mTOR	signaling	pathway	 74	 1.77e-03	
hsa04120	 Ubiquitin	mediated	proteolysis	 66	 2.72e-03	
hsa04550	 Signaling	pathways	regulating	pluripotency	of	stem	cells	 68	 2.72e-03	
hsa04070	 Phosphatidylinositol	signaling	system	 50	 3.47e-03	
hsa04014	 Ras	signaling	pathway	 101	 4.38e-03	
hsa04151	 PI3K-AKT	signaling	pathway	 143	 4.67e-03	
hsa04015	 Rap1	signaling	pathway	 94	 4.84e-03	
hsa05202	 Transcriptional	misregulation	in	cancer	 81	 6.48e-03	
hsa04666	 Fc	gamma	R-mediated	phagocytosis	 46	 8.21e-03	
hsa04520	 Adherens	junction	 38	 8.77e-03	
hsa05230	 Central	carbon	metabolism	in	cancer	 35	 8.77e-03	
hsa04933	 AGE-RAGE	signaling	pathway	 49	 8.77e-03	
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espressione	di	proteine	omologhe	in	altre	specie.	
JARID2	 codifica	 per	 un	 repressore	 trascrizionale	 che	 interagisce	 con	 il	
complesso	 repressivo	 Polycomb	 2	 (PRC2),	 che	 svolge	 un	 ruolo	 essenziale	
nella	 regolazione	 dell'espressione	 genica	 durante	 lo	 sviluppo	 embrionale.	
Questa	 proteina	 facilita	 il	 reclutamento	 del	 complesso	 PRC2	 nei	 geni	














4.5	 miRNA	 condivisi	 e	 lesioni	 geniche	 coinvolte	 nella	 patogenesi	 delle	
sindromi	mielodisplastiche	
	
La	 signature	 miRNA	 riscontrata	 ed	 il	 suo	 arricchimento	 hanno	 permesso	
anche	 di	 rilevare	 percorsi	 genetici	 comuni	 tra	 le	 diverse	 classi	 WHO	 di	
pazienti	affetti	da	MDS.	
Sono	 stati	 identificati	 otto	 miRNA:	 miR-10B5P,	 miR-105,	 miR1835p,	 miR-
1179p,	miR-1270,	miR-1413p,	miR12292-5p,	miR1197	(valore	p	<1,0e-16).	













I	miRNA	 sopra	menzionati	 sono	 presenti	 in	 tutti	 i	 pazienti;	 è	 ragionevole	
suggerire	che	questi	possono	alterati	all'inizio	della	malattia.		














Tre	 geni	 non	 hanno	 nessuna	 interazione	 in	 STRING:	 RAPGEF5,	 CSDE1,	
MSFD1.	Questo	 risultato	suggerisce	che	anche	se	 la	 signature	miRNA	può	











Il	 presente	 studio	 ha	 valutato	 retrospettivamente	 la	 presenza	
dell'espressione	di	miRNA	in	una	coorte	di	pazienti	affetti	da	MDS.	
Come	 descritto	 da	 altri	 gruppi,	 abbiamo	 identificato	 diverse	 mutazioni	
tramite	NGS	in	geni	noti	coinvolti	nella	patogenesi	e	nella	progressione	della	
malattia;	 comunque,	 un	 tasso	 del	 43%	 di	 mutazioni	 genetiche	 è	 una	
sottovalutazione	 del	 tasso	 reale	 di	 mutazione	 in	 corso	 di	 MDS	 come	




















alterazione	 di	 espressione	 di	 geni	 coinvolti	 nello	 splicing	 dell’RNA	 e	 nel	
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di	 partenza	 per	 speculare	 sul	 rischio	 infettivo,	 sul	 tasso	 di	 infezioni	




La	 caratterizzazione	 funzionale	 di	 pazienti	 affetti	 da	 RAEB	 ha	 suggerito	
un'espressione	genetica	fortemente	alterata.	Abbiamo	rilevato	un	tasso	più	
elevato	 di	 mutazioni	 con	 metodica	 NGS	 in	 tale	 gruppo,	 ma	 abbiamo	
identificato	 due	 miRNA	 (mir-1270	 e	 mir-1179)	 con	 un	 arricchimento	
interessante:	 ciò	 suggerisce	 una	 possibile	 ampia	 lesione	 genetica	 come	
suggerito	nella	figura	3.	
L'analisi	 STRING	 ha	 mostrato	 diverse	 interazioni	 proteina-proteina	
probabilmente	influenzate	dai	miRNA	identificati	dal	presente	studio.	
Anche	se	non	vi	è	alcuna	mutazione,	tutti	i	geni	illustrati	nella	figura	3	sono	
probabilmente	 “silenziati”	 dai	 miRNA	 identificati	 nel	 nostro	 studio	 e	 ciò	
potrebbe	contribuire	all’insorgenza	di	RAEB.	
È	noto	 che	 la	mutazione	 in	 TET2	abbia	 come	 conseguenza	una	perdita	di	
funzione	di	questo	gene;	questo	studio	ha	mostrato	che	TET2	è	un	bersaglio	
di	miRNA1270	e	miR-1179	causandone	probabilmente	la	perdita	di	funzione.	
È	 ragionevole	 suggerire	 che	 questa	 espressione	 di	 miRNA	 e	 le	mutazioni	
genetiche	 contribuiscono	 insieme	 all'aspetto	 clinico/morfologico	 della	
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malattia.		
La	 disponibilità	 di	 un'ampia	 signature	 di	 miRNA	 ha	 permesso	 anche	 un	
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Questo	 suggerisce	 un	 meccanismo	 ridondante	 di	 progressione	 della	
malattia,	che	è	in	linea		con	il	noto	effetto	di	un	singolo	miRNA	su	diverse	vie	
geniche.	
Inoltre,	 queste	 vie	 geniche	 sono	 state	 precedentemente	 descritte	 come	















Ad	 ogni	 modo,	 questo	 studio	 ha	 diversi	 limiti:	 casistica	 piccola,	 analisi	
retrospettiva	e	non	selezione	di	cellule	CD34	+.		
Considerando	la	presenza	di	cloni	cellulari	diversi	in	corso	di	MDS,	la	nostra	
signature	 di	 miRNA	 potrebbe	 non	 essere	 l'espressione	 di	 un	 solo	 clone.	
Quello	 dominante	 può	 influenzare	 il	 risultato	 della	 signature	 riscontrata	












Inoltre,	 questo	 studio	 suggerisce	 che	 la	 regolazione	 epigenetica	 nell'MDS	
non	è	solo	una	conseguenza	dell'alterata	metilazione	del	DNA,	ma	è	anche	
una	 conseguenza	 di	 una	 disregolazione	 dei	 miRNA	 che	 causa	 un	 ampio	
danno	 genetico	 che	 si	 va	 ad	 espandere/propagare	 in	 concomitanza	 della	
progressione	di	malattia.	
	
	
	
	
	 83	
5				BIBLIOGRAFIA	
	
1.Arber	D.A.	et	al.	The	2016	revision	to	the	World	Health	Organization	
classification	of	myeloid	neoplasms	and	acute	leukemia.	Blood,	2016.	
127(20):	p.	2391-405	
	
2.C.	Ambroise	and	G.	J.	McLachlan.	Selection	bias	in	gene	extraction	on	the	
basis	of	microarray	America,	99(10):6562–6,	may	2002.																																																																																																																	
3.M.	Barbieri,	S.	Fiorini,	F.	Tomasi,	and	A.	Barla.	PALLADIO:	a	parallel	
framework	for	robust	variable	se-	lection	in	high-dimensional	data.	
Proceedings	of	the	6th	Workshop	on	Python	for	High-Performance	and	
Scientific	Computing,	pages	19–26,	2016.																																																																															
4.	A.	Barla,	S.	Mosci,	L.	Rosasco,	and	A.	Verri.	A	method	for	robust	variable	
selection	with	significance	assessment.	Proceedings	of	ESANN.	2008.																																																																														
5.David	P.	Bartel.	MicroRNAs:	Target	Recognition	and	Regulatory	
Functions.	Cell,	136(2):215–233,	jan	2009.																																																																																																																																																						
6.	Bayeva	M,	Khechaduri	A,	Puig	S,	et	al.	MTOR	regulates	cellular	iron	
homeostasis	through	tristetraprolin.	 Cell	Metab.	2012;16(5):645-657.	
doi:10.1016/j.cmet.	2012.10.001.																																				
7.Bejar	R,	Steensma	DP.	Recent	developments	in	myelodysplastic	
syndromes.	Blood.	2014;124(18):2793-2803.doi:10.1182/blood-2014-04-
522136.																																																																				
8.Betel	D,	Wilson	M,	Gabow	A,	Marks	DS,	Sander	C	(2008)	The	
microRNA.org	resource:	targets					and	expression.	Nucleic	Acids	Res,	
36:D149-53																																																																																											
9.K.	Blin,	C.	Dieterich,	R.	Wurmus,	N.	Rajewsky,	M.	Landthaler,	and	A.	
Akalin.	DoRiNA	2.0upgrading	the	doRiNA	database	of	RNA	interactions	in	
post-transcriptional	regulation.	Nucleic	Acids	Research,	43(D1):D160–D167,	
jan	2015.		
	 84	
10.Bravo	GM,	Lee	E,	Merchan	B,	Kantarjian	HM,	García-Manero	G.	
Integrating	geneticsand	epigenetics	in	myelodysplastic	syndromes:	
advances	in	pathogenesis	and	disease	evolution.	Br	J	Haematol.	
2014;166(5):646-659.	doi:10.1111/bjh.12957	
11.	George	A.	Calin	and	Carlo	M.	Croce	MicroRNA	signatures	in	human	
cancers																																						
12.C.	De	Mol,	E.	De	Vito,	and	L.	Rosasco.	Elastic-Net	Regularization	in	
Learning	Theory.	jul	2008	
13.Fazi,	F.,	Racanicchi,	S.,	Zardo,	G.,	Starnes,	L.M.,	Mancini,	M.,	Travaglini	
L.,	Diverio,	D.,	Ammatuna,	E.,	Cimino,	G.,	Lo-Coco,	F.,	Grignani,	F.,	and	
Nervi,	C.	Epigenetic	silencing	of	the	myelopoiesis	regulator	microRNA-223	
by	the	AML1/ETO	oncoprotein.	Cancer	Cell,	12:	457-466,	2007.																																																																																																																																																			
14.Fenaux	P,	Adès	L.	How	we	treat	lower-risk	myelodyspolastic	syndromes.	
Blood	2013;121	(21):4280-4286.	
15.Fenaux	P,	Mufti	G,	Hellstrom-Lindberg	E,	Santini	V,	Finelli	C,	Giagounidis	
A	et	al.	Efficacy	of	azacitidine	compared	with	that	of	conventional	care	
regimens	in	the	treatment	of	higher-risk	myelodysplastic	syndromes:	a	
randomized,	open-label,	phase	III	study.	Lancet	Oncol	2009;10(3):223-232.																																																																																																																																			
	
16.R.	C.	Friedman,	K.	K.	Farh,	C.	B.	Burge,	and	D.	P.	Bartel.	Most	mammalian	
mRNAs	are	conserved	targets	of	microRNAs.	Genome	Research,	19(1):92–
105,	oct	2008.		
	
17.	D.	Gaidatzis,	E.	van	Nimwegen,	J.	Hausser,	and	M.	Zavolan.	Inference	of	
miRNA	targets	using	evolutionary	conservation	and	pathway	analysis.	BMC	
bioinformatics,	8(1):69,	mar	2007.		
18.Gangat	N,	Patnaik	MM,	Tefferi	A.	Myelodysplastic	syndromes:	
Contemporary	review	and	how	we	treat.		 																																																																																																																																														
Am	J	Hematol.	2016;91(1):76-89.doi:10.1002/ajh.24253.	
	 85	
	
19.Garcia-Manero	G.	Myelodysplastic	syndromes:	2015	Update	on	
diagnosis,	risk	stratification	and	management.	Am	J	Hematol.	
2015;90(9):831-841.	doi:10.1002/ajh.24102	
	
20.Gordon	JEA,	Wong	JJ-L,	Rasko	JEJ.		MicroRNAs	in	myeloid	malignancies.	
Br	J	Haematol.	2013;162(2):162-176.	doi:10.1111/bjh.12364.	
	
21.T.	Hastie,	R.	Tibshirani,	and	M.	Wainwright.	Statistical	learning	with	
Sparsity:	the	lasso	and	generalizations.	CRC	Press.	2015.		
22.	J.	Jourquin,	D.	Duncan,Z.	Shi	and	B.	Zhang.	GLAD4U:	deriving	and	
prioritizing	gene	lists	from	PubMed	literature.	BMC	genomics,	13	Suppl	
8:S20,	2012.		
23.	M.	Kanehisa	and	S.	Goto.	KEGG:	Kyoto	encyclopedia	of	genes	and	
genomes.	Nucleic	Acids	Research,	27(1):29–34,	1999.		
24.M.	Kertesz,	N.	Iovino,	U.	Unnerstall,	U.	Gaul,	and	E.	Segal.	The	role	of	
site	accessibility	in	microRNA	target	recognition.	Nature	Genetics,	
39(10):1278–1284,	oct	2007.		
25.Kim	DY,	Lee	JH,	Park	YH,	Kim	SD,	Choi	Y,	Lee	SB	et	al.	Feasibility	of	
hypomethylating	agents	followed	by	allogenic	hematopoietic	cell	
transplantation	in	patients	with	myelodysplastic	syndrome.	Bone	Marrow	
Transplant	2012;47	(3):374-379.	
	
26.	A.	Krek,	D.	Gru¨n,	M.	N.	Poy,	R.	Wolf,	L.	Rosenberg,	E.	J.	Epstein,	P.	
MacMenamin,	I.	da	Piedade,	K.	C.	Gunsalus,	M.	Stoffel,	and	N.	Rajewsky.	
Combinatorial	microRNA	target	predictions.	Nature	Genetics,	37(5):495–
500,	
	
27.Kulasekararaj	AG,	Mohamedali	AM,	Mufti	GJ.	Recent	advances	in	
understanding	the	molecular	pathogenesis	of	myelodysplastic	syndromes.	
	 86	
Br	J	Haematol.	2013;162(5):587-605.	doi:10.1111/bjh.12435.	
	
28.Lagos-Quintana	M,	Rauhut	R,	Lendeckel	W,	Tuschl	T.	Identification	of	
novel	genes	coding	for	small	expressed	RNAs	,	in	Science,	vol.	294,	n°	5543,	
Ottobre	2001.	
	
29.Lau	NC,	Lim	LP,	Weinstein	EG,	Bartel	DP.	An	abundant	class	of	tiny	RNAs	
with	probable	regulatory	roles	in	C.elegans,	in	Science,	vol.	294,	n°	5543	
Ottobre	2001.	
	
30.Lawrie	CH.	MicroRNAs	and	haematology:	small	molecules,	big	function.	
Br	J	Haematol.	2007;137(6):503-512.	doi:10.1111/j.1365-2141.2007.	
06611.x.	
	
31.Lee	RC,	Feinbaum	RL,	Ambros	V.	The	C.	elegans	heterochronic	gene	lin-4	
encodes	small	RNAs	with	antisense	complementarity	to	lin-14,	in	Cell,	vol.	
75,	n°	75,	December	1993.	
	
32.Leitch	HA,	Vickars	LM.	Supportive	care	and	chelation	therapy	in	MDS:	
are	we	saving	lives	or	just	lowering	iron?	Hematology	Am	Soc	Hematol
	 Educ	Program.	January	2009:664-672.doi:10.1182/asheducation-
2009.1.664.	 	
	
33.List	A,	Kurtin	S,	Roe	DJ,	Buresh	A,	Mahadevan	D,	Fuchs	D	et	al.	Efficacy	of	
lenalidomide	in	myelodysplastic	Syndromes.	N	Engl	J	Med	2005;352(6):549-
557.	
		
34.Lund	E,	Guttinger	S,	Calado	A,	Dahlberg	JE,	Kutay	U.	Nuclear	export	of	
microRNA	precursors.	Science,	2004303,	95–98.	
	
	
35.Malcovati	L,	Della	Porta	MG,	Pascutto	C,	Invernizzi	R,	Boni	M,	Travaglino	
	 87	
E	et	al.	Prognostic	factors	and	life	expectancy	in	myelodyspolstic	syndromes	
classified	according	to	WHO	criteria:	a	basis	for	clinical	decision	making.	J	
Clin	Oncol	2005;(23):7594-7603.	
	
36.Malcovati	L,	Hellström-Lindberg	E,	Bowen	D,	et	al.	Diagnosis	and	
treatment	
of	primary	myelodysplastic	syndromes	in	adults:	recommendations	from
	 the	Europe	LeukemiaNet.	
Blood.	 2013;122(17):2943-2964.	doi:10.1182/blood2013-03-492884.	
	
37.Moss	EG.	MicroRNAs:	hidden	in	the	genome.	Curr	Biol.	
2002;12(4):R138-R140.	6.	
	
38.Mundle	S,	Lefebvre	P,	Vekeman	F,	Duh	S,	Rastogi	R,	Moyo	V.	An	
assessment	of	erythroid	response	to	epoetin	alpha	as	a	single	agent	versus	
in	combination	with	granulocyte-or	granulocyte-macrophage-colony-
stimulating	factor	in	myelodysplastic	syndromes	using	a	meta-analysis	
approach.	Cancer	2009;115(4):706-715.	
	
39.	Musto	P,	Villani	O,	Martorelli	MC,	Pietrantuono	G,	Guariglia	R,	
Mansueto	G	et	al.	Response	to	recombinant	erythropoietin	alpha,	without	
the	adjunction	of	granulocyte-colony	stimulating	factor,	is	associated	with	a	
longer	survival	in	patients	with	transfusion-dependent	myelodysplastic	
syndromes.	Leuk	Res	2010;34:(8)981-985.	
	
40.O’Connell	RM,	Zhao	JL,	Rao	DS.	MicroRNA	function	in	myeloid	biology.	
Blood.	2011;118(11):2960-2969.	doi:10.1182/blood-2011-03-291971.	
	
41.Ohyashiki	JH,	Kobayashi	C,	Hamamura	R,	Okabe	S,	Tauchi	T,	Ohyashiki		K.	
The	oral	iron	chelator	deferasirox	represses	signaling	through		the	mTOR	in	
myeloid	leukemiacells	by	enhancing	expression	of	REDD1.	Cancer	Sci.	
2009;100(5):970977.	doi:10.1111/j.1349-7006.2009.01131.x.	
	 88	
	
42.Oliva	EN,	Dimitrov	BD,	Benedetto	F,	D’Angelo	A,	Nobile	F.	Hemoglobin	
level	threshold	for	cardiac	remodeling	and	quality	of	life	in	myelodysplastic	
syndrome.	Leuk	Res	2005;(29):1217-1219.	
	
43.Oliva	EN,	Ronco	F,	Marino	A,	Alati	C,	Praticò	G,	Nobile	F.	Iron	chelation	
therapy	associated	with	improvement	of	hematopoiesis	in	transfusion-
dependent	patients.	Transfusion.	2010;50(7):1568-1570.	
doi:10.1111/j.15372995.2010.02617.x.	
	
44.Pasquinelli	AE,	Reinhart	BJ,	Slack	F,	Martindale	MQ,	Kuroda	MI,	Maller	B,	
Hayward	DC,	Ball	EE,	Degnan	B,	Muller	P,	Spring	J,	Srinivasan	A,	Fishman	M,	
Finnerty	J,	Corbo	J,	Levine	M,	Leahy	P,	Davidson	E,	Ruvkun	G.	Conservation	
of	the	sequence	and	temporal	expression	of	let-7	heterochronic	regulatory	
RNA,	in	Nature;	vol	408,	n°	6808.	
	
45.Platzbacker	U,	Germing	U.	Combination	of	azacitidine	and	lenalidomide	
in	myelodysplastic	syndromes	or	acute	myeloid	leukemia	–	a	wise	liaison.	
Leukemia	2013;27(9):1813-1819.	
	
46.Platzbecker	U,	Schetelig	J,	Finke	J,	Trenschel	R,	Scott	BL,	Kobbe	G	et	al.	
Allogenic	hematopoietic	cell	transplantation	in	patients	age	60-70	years	
with	de	novo	high-risk	myelodysplastic	syndrome	or	secondary	acute	
myelogenous	leukemia:	comparison	with	patients	lacking	donors	who	
received	azacitidine.	Biol	Blood	Marrow	Transplant	2012;18	(9):1415-1421.	
	
47.Rafael	Bejar1			Bejar	R.	Prognostic	models	in	myelodysplastic	syndromes.	
Moores	Cancer	Center,Division	of	Hematology	and	Oncology,	University	of	
California,	SanDiego,	LaJolla,	CA.	
	
48.Reinhart	BJ,	Slack	FJ,	Basson	M,	Pasquinelli	AE,	Bettinger	JC,	Rougvie	AE,	
Horvitz	HR,	Ruvkun	G.	The	21-nucleotide	let	7	RNA	regulates	
	 89	
developmental	timing	in	Caenorhabditis	elegans,	in	Nature,	vol	403,	n°	
6772,	Febbraio	2000.	
	
49.Santini	V.	Treatment	of	low	risk	myelodysplastic	syndrome:	
hematopoietic	grow	factors	erythropoietins	and	thrombopoietins.	Semin	
Hematol	2012;49(4):295-303.	
	
50.Saunthararajah	Y.	Key	clinical	observations	after	5-azacytidine	and	
decitabine	treatment	of	myelodysplastic	syndromes	suggest	pratical	
solutions	for	better	outcomes.	Hematology.	Am	Soc	Hematol	Educ	Program	
2013;2013:511-521.	
	
51.Song	SJ,	Pandolfi	PP.	MicroRNAs	in	the	pathogenesis	of	myelodysplastic	
syndromes	and	myeloid	leukaemia.	Curr	Opin	Hematol.	2014;21(4):276-
282.	doi:10.1097/MOH.0000000000000054.	
	
52.Sokol	L,	Caceres	G,	Volinia	S,	et	al.	Identification	of	a	risk	dependent	
microRNA	expression	signature	in	myelodysplastic	syndromes.	Br	J	
Haematol.	2011;153(1):24-32.	doi:10.1111/j.1365-2141.2011.08581.x.	
	
53.Vardinam	J..The	classification	of	MDS:	from	FAB	to	WHO	and	beyond.	
	
54.Varney	M,	Fang	J,	Starcznowsky	DT.	Implication	of	miRNA	in	
pathogenesis	of	MDS.	Curr	Pharm	Des.	2012;18(22):3170-3179.	
	
55.J.	Wang,	D.	Duncan,	Z.	Shi,	and	B.	Zhang.	WEB-	based	GEne	SeT	AnaLysis	
Toolkit	(WebGestalt):	update	2013.	Nucleic	acids	research,	41(Web	Server	
issue):77–83,	2013.		
56.Watson	J,	Baker	T,	Bell	S,	Gann	A,	Levine	M,	Losick	R.	Molecular	Biology	
of	The	Gene.	Zanichelli	2013.	
	
	 90	
57.N.	Wong	and	X.	Wang.	miRDB:	an	online	resource	for	microRNA	target	
prediction	and	functional	annotations.	Nucleic	acids	research,	43(Database	
issue):D146–52,	jan	2015.		
58.Zhang	B,	Pan	X,	Cobb	GP,	Anderson	TA.	MicroRNAs	as	oncogenes	and	
tumor	suppressors.	Dev	Biol.	2007;302(1):1-12.	doi:10.1016/j.ydbio.	
2006.08.028.	
	
59.	Wang	L,	Di	L,	Noguchi	CT.	AMPK	is	involved	in	mediation	of	
erythropoietin	influence	on	metabolic	activity	and	reactive	oxygen	species	
production	in	white	adipocytes.	Int	J	Biochem	Cell	Biol.	2014	Sep;54:1-9	
	
60.	Cazzaniga	G,	van	Delft	FW,	Lo	Nigro	L,	Ford	AM,	Score	J,	Iacobucci	
I,	Mirabile	E,	Taj	M,	Colman	SM,	Biondi	A,	Greaves	M.	
Developmental	origins	and	impact	of	BCR-ABL1	fusion	and	IKZF1	deletions	
in	monozygotic	twins	with	Ph+	acute	lymphoblastic	leukemia.	Blood.	2011	
Nov	17;118(20):5559-64.	
 
	
	
 
	
	
